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Cviceni z klinické imunologie

» |3 cviceni, 100% Ucast povinnd

» Vystup ze cviceni:
» Profokoly (pc, ru¢né) — odevzdat ndsleduijici cviceni

» Kazdy protokol si student musi zpracovat sém

» Nqa konci semestru:

» 7dpoctovy test — Idtka pouze ze cviceni




» Hlavicka:
= Jméno
= Daftum
= Uloha ¢&. ...

» Ndzev Ulohy

Protokol

» Protokol:

Princip provadéného testu - strucné
PomUcky

Postup

Vysledky

LAveér



lasické serologické metody

lutinace / precipitace, RID, nefelometrie / turbidimetrie

Protilatky

Peter Slanina (peter.slanina@fnusa.cz)
Ustav klinické imunologie a alergologie
FN U sv. Anny



Biologicky materidl

Zilni krev

(Méné Casto bronchoalveolarni lavdz —-BAL)

Doruceni materidlu:
» V rdmci nemocnhice —ruc¢ni dondska

®» Externi materidl — svoz autem

Odbéry krve — uzaviené odbéroveé systemy



Biologicky materidl

Plazma Serum
= 7 nesrazlivé krve = e srazlive krve
= EDTA - vyvazuje Ca,, - ikumalvky s gelem — akcelerace
oagulace

» Heparin — anti lla/Xa aktivita

» Sérum neobsahuje fibrinogen
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Biologicky materidl

EDTA HEPARIN SERUM-GEL
gl o
Vysetreni Funk&ni testy Serologie
lymfocytarnich leukocytl

subpopulaci




Laboratdrne vysetrenie IN VITRO

» Preanalytickd faza

- odber, priprava, spracovanie vzorky pred zahdjenim laboratérneho
vysetrenia

- skladovanie, fransport

= Analytickd faza

- kalibracia a justovanie zariadeni (analyza kontrol- IKK, EHK)
- Prevedenie kontrol + lab. vysetrenia
- spracovanie vysledkov, LIS

» Postanalyticka faza
- skladovanie, likviddcia materidlu
- preskumanie vysledkov, uvolnenie, uchovdvanie LIS - NIS




Rozdelenie imunologickych laboratdrnych
metod

serologické (humoradlne)- detekcia antigénov a profildtok,
Metody preukdzanie tvorby profildtok profi infekEnému agens Y Y

/\

bunecné - pocty a funkcie jednoftlivych typov leukocytov
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Imunoprecipitaéni kifivka

° V4 V4 gmo:"—:stvi .
Serologicke metody ] P P
‘Zlé{f::iialence
mnozstvi antigenu
Reakcia antigéenu (Ag) s profilatkou (Ab) = imunokomplex:
1. Primdarna -rychla, nepozorovatelnd volnym okom
faza — tvorba imunokomplexov Ag + Ab
— vznik vazby jednotlivych epitopov s vazbovymi miestami  profildtok

1. Sekunddrna - pomald, pozorovatelnd volnym okom
fdza — uplatnuje sa multivalencia Ag a polyvalencia Ab
— vznik priestorového komplexu

Pokial nedochdadza k sekunddrnej faze reakcie, je nutné imunokomplexy vzniknuté v primarnej

faze vizualizovatf — imunochemické metody
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Serologické metddy

1. Klasické serologické metédy
- Aglutinacia (priama / nepriamal)
- Precipitdcia (v kvapaline, v géle)
2.  Imunochemické metody s ndslednou detekciou
- Imunofluroscencie (priama / nepriama)
- Imunoanalyza (EIA-ELISA, RIA, FIA, LIA)

- Imunoblot, imunodot

3. Metddy zalozené na efektorovom UcCinku profildtok (vyuzivané v klinickej
mikrobioldgii)
- Komplement fixacné reakcie
- Inhibi¢né a neutralizacné testy




Aglutinacia vs Precipitacio

{ . Agglutination
Aglutinacia (zhlukovanie)
Ag  + Ab Ag-Ab
aglutinogén ) aglutinin . aglutinat Bacterium
makromolekularny Imunokomplex
korpuskularny
nerozpustny
E}[g;riéé\;r&/jLr,]irr\)izenriﬁg%ﬁ&gve%’ré)leﬁr%%@f)igénnych Ccastic vytvaraju medzi korpuskulami mostiky,
Precipitacia (zrazanie) Precipitation
AQ - Ab —  Ag-Ab
pr,ecipi’rogén ) precipitin . precipitat
nizkomolekularny imunokomplex Solubl
nekorpuskuldrny oy
rozpustny

Reakcia medzi solubilnym antigénom a protildtkou s ndslednym vznikom precipitdtu (hydrofdbne
vg%oy—nerozpusTny?Lo%p ex)g P Y P ¥ (hy
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- korpuskularny Ag prirodzene nesie cielove epitopy Anti A % | o
antnbodles agglutination 10 awm nahon]w agg!utmabon agglutination

- identifikacia baktérii, hemaglutindcia — krevni skupiny )\A ‘ , J 53 g

Aglutindcia
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- stanovenie
- revmatioidni faktor (RF)

- antistreptolysin-O (ASLO)




Hodnotenie aglutindcie

= KVALITATIVNE
- aglutindacii dochddza / nedochddza (pozitivna / negativna)

= KVANTITATIVNE
- stanovenie najvyssieho riedenia séra, kedy je este badatelnd
aglutindcia = titer
- titer (titr) = prevratend hodnota riedenia séra
(redenie 1:32 - titer 32)




Reumatoidnada artritida

Symetrické zdpalové ochorenie kibov

Infiltracia sinovidlineho tkaniva plazmocytmi, makrofagmi, T a B
lymfocytmi

Produkuju zapalove mediatory, ktoré indukuju tvorbu enzymov
degradujucich bielkoviny, destrukcia klbu

muzi:zeny 1 :2-3
1 % populdacie

(Specifickejsi diagnosticky test ako RF je stanovenie CCP (cyklické
citrulinové proteiny))



» Reumatoidny faktor (RF) |

| O
Princip testu: @ @ + Qﬁ >€ — @

POZITIV NEGATIV  NEGATIV

Latex-fixacny fest

72 NEGATIV 7 =,POZITIV P {POZITIV

autoprotilatka namierend proti Fc ¢asti IgG molekuly
priftomny asi u 80% pacientov s reumatoidnou artritidou

pozitivny je tiez u asi 5-10% chorych s inymi systemovymi autoimunitnymi
ochoreniami (autoimunitné hepatitidy, endocarditis lenta)

moze byt pozitivny i u 0sdb bez priznakl onemocnéni (vyssi veék)
diagnosticky najddlezitejsi je RF v triede IgM

@ — Latex beads

A = Human IgG

@ en Fa Heew

IgG Coated Patient serum Agglutination
Latex containing RF of Latex




Stanovenie ASLO nepriamou
aglutindciou

» ASLO - Anti Streptolysin O antibodies

» S|UzZi k stanoveniu protilatok v sére proti Streptolysinu O (exotoxin bakterii z
rodu Streptococcus)

» Diagnostika: retrospektivni prikaz probéhlé infekce, popr. sterilnich
ndsledkd onemocnéni

» Princip testu:
- streptolysin O je naviazany na povrchu latexovych castic

- pokial su v sére pacienta pritomné proftilatky proti streptolysinu, déjde k
ich naviazaniu na streptolysin na latexovych casticiach, aglufindcia
Castic, ktord je okom pozorovatelnd



Uloha ¢&. 1
Stanoveni RF pomoci latexového kitu




Precipitdcia

1. Vgéle
- Jednoduchad RID (radidlni imuno difuze)
- Dvojitd RID

2. 'V tekutom prostredi

Antigens
(soluble)

- Nefelometria

- Turbidimetria
% }::::::::‘;?:;:,.m.

):( Antibodies




Precipitacia v géle

» Prostredi - agardza

» Je zalozend na pasivnej difuzii Iatok v prostredi koncentracného
gradientu

» Ag aj Ab difunduju gélom a v mieste, kde koncentracie Ag i Ab
dosiahnu optimdalneho (ekvimoldrneho) pomeru vznikd precipitat




Radialna imunodifuzia (RID)

» Pomocou RID je mozné stanovif koncentrdcie mnohych
bielkovinovych sucasti séra

» Metodika sa v minulosti pouzivala pri merani hladin celkového IgG,
IgA, IgM, zloziek komplementu alebo réznych proteinov akutnej
faze- vacsina tychto vysetreni je dnes automatizovand @
prevadzand na principe nefelometrie

» Stanovenie C2 a C5 zloziek komplementu




Podla poctu difundujucich reaktantov

Single radial immunodiffusion

» JedﬂO Ché RID | Ab-containing gel precipiIianng
- kohcentracny gradient jedného z reaktantov (vacsinou Ag) (%) (%) () ()

- /druhy reaktant (v&csinou Ab)- rovnomerne rozptyleny v
strukture gélu

——
’ ’ o v P s~ o oy - F =
vystedkom su ostro ohranicené kruzka precipitatu @
Olocha prstenca = Umernd koncentrdcii vysetrovaného Ag
standard graph
podla konc. Standardu - kalibracnad krivka (ne_

kalibra¢na krivka:

Charakterizuje vztah medzi koncentrdciou vysetrovanej latky
a priemerom kruhov na prislusnej vysetrovacej doske o 10 2 0 100

antigen concentration

© Elsevier. Male et al.: Immunology - www. studentconsult.com




» Dvojitd RID (podia Ouchterlonyho)

sledujeme antigennu pribuznost antigénov

gfadient vytvara ako Ag, tak Ab a dochddza k protismernej difUzii

oboch reaktantov (radidlne)

v zbne ekvivalencie — precipitacnd linia, ktord ukazuje na pozitivitu

reakcie

hodnotenie: kvalitativhe

@ ; o ()
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Precipitacia- v tekutom prostredi

» Vyuziva sa efekt, ze pri reakcii Ag-Ab vznika zakal- precipitdt,
ktorého intenzita je pri konstantnom mnozstve pridanej protilatky
Umernd pridanej koncentrdcii vysetrovaného antigénu

» Meranie intenzity zakalu: nefelometria, turbidimetria

» Obe metodiky umozniuju kvantitativhe stanovenie obsahu proteinov
vo vzorke odcitanim z kalibracnej krivky



Nefelometria a turbidimetrio

Metodiky zalozené na merani mnozstva imunitnych komplexov
vytvorenych interakciou Specifickych profiladtok s antigénom

Stanovenie sérovych bielkovin

Meranie prebieha v tekutom prostredi v meracej kyvete (pufr, |atka
urychlujuca reakciu, Ag, Ab)

Mnozstvo vytvorenych komplexov je Umerné koncentrdacii Ag



Nefelometria
- vhodnd pre nizsie koncentracie

urbidimetria
Vhodnd pre koncentrovanejsie roztoky

viditel'né svetlo

nefelometria je 5-10x viditelné svetlo
citlivejsia
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Precipitacia v tekutom prostredi

detektor je v smere koimom
na vstupujuci l0¢

Meria mnozstvo svetla
rozptyleného pri prechode IUCa
(mnozstvo svetla odrazeného
od vznikajucich komplexov)

detektor je v ose lUca

Meria mnozstvo
prechdadzajuceho svetla
(Ubytok intenzity svetla, ktoré
preslo roztokom v kyvete)



Beckman Coulter MMAGE 800

®» Stanovenie koncentracie:

» Andlyzator I:
imunoglobuliny: IgG, IgA, IgM (g/l)
- proteiny akutnej faze: CRP (mg/l)
- [RF+ASLO)

» Xnhalyzator I

imunoglobuliny: IgM, 1IgG1,2,3,4
- zlozky komplementu: C3, C4, Clq

- proteiny akutnej faze: ATAT (alfa 1 antitrypsin),
OROSO (orosomukoid), A2M (alfa 2 makroglobulin),

CPL (ceruloplasmin), TRF (transferin), PREA www.beckmancoulter.com/en/products/
(orealbumin) protein-chemistry/immage-800



Siemens BNI|

®» Stanovenie koncentrdcie:

imunoglobuliny: IgE (IU/ml), IgD, IgAT, IgA2, IgApP
(nizke koncentrdcie)

www.healthcare.siemens.com/plasma-
protein/systems/bn-ii-system

zlozky komplementu: C1 inhibitor, C3d

IgG 7-16 g/l
IgA 0,7-4 g/|
IgM  0,4-2,3 g/

CRP <0,5 mg/|

C3 0,9-1,8 g/l
C4 0,1-0,4 g/




Dennd prax na analyzatore

> Provozni dennik
Udrzba analyzétorov:

- dennd/tyzdennd/mesacnd

> Kalibrdcie:
- 1 krdt do mesiaca / prizmene sarze reagencii
- kalibracnd krivka

» Kontroly IKK:
- kazdy den, pred zahdjenim merania pacientskych vzoriek

- viazané na metddu, jedno-/viac-Urovnove
- referencné medze
> Kontroly EHK (SEKK- systém externi kontroly kvality):
- podla casového planu
- zasielané z externého laboratdria (nie je zndma vyslednd koncentrdcia)
- prevedie sa meranie = Vysledky sa vo forme protokolu odoslu spdt organizdtorovi
- organizator porovnad vysledky merani jednotlivych laboratérii a spdtne ich informuje o UspesSnosti
-  medzi-laboratérne porovndvacie skusky




Priebeh vzorky

> Sérum = odbér srazlivé krve

Y

Alikvotacia vzorky

> Vytvorenie pracovného listu pre jednotlivé analyzdatory = zoznam
vzoriek

> Analyzator = vzorka + Specifické antisérum + pufr (stabilizdcia a
urychlenie reakcie)

> Analyzator prepojeny s LIS (laboratdorny informacny systém)= ziska
informacie o potrebnom merani + vysledok automaticky odosle




Interpretdacia vysledkov

» Vysledky sU pred vydanim viacndasobne konfrolované
=» Pozor:

> falosnd porzitivita (mald Specificita testu)
» falosnd negativita (mald senzitivita testu)

» Hladina imunoglobulinov IgG, IgA, IgM (g/l):

T - zApalove procesy infekEného povodu
- jedna trieda = myelom; monoklondlna gamapatia
- ZvySovanie s vekom

| - poruchy tvorby = imunodeficity
- lymfomy, leukémie, myelomy, nasledkom lieCby




Interpretdacia vysledkov

» Hladina IgE (IU/ml):

D - alergické stavy prvého typu precitlivenosti
- parazitdrne choroby
- autoimunity, Imunodeficiencie

» VysSetrenie komplementového systému (serova hladina C3 a
C4 (g/!), C1-INH)

T - zApalova aktivita (zriedka)

| - vrodenad / ziskand porucha tvorby (jaterni selhdani; zvysend
spotreba- tvorba imunokomplexov; hereditarny angioedém)




Interpretdacia vysledkov

» Reakfanty akutnej fazy
T - akutna zapalova reakcia = opsonizacni a prozanétlivy efekt
- regulacnad funkcia; prendsace iontov; hemokoaguldcia
CRP (mg/l)
T - bakteridine infekcie
- infarkt myokardu, pooperacné obdobie

- reumatické choroby




Komplementovy systém
-stanovenie C3 zlozky-

» Humordlna zlozka vrodenej imunity

= EvoluCne ,starobyly* systém — primitivne zivoCichy disponuju
podobnymi proteinmi

» produkované jaternimi bunkami, makrofagmi, ...
9 zakladnych zloziek: C1-C9

Regulatory
pozitivne: properdin (faktor P)
negativne (inhibitory):

C1 INH, CR1, MCP, DAF, faktor H, faktor |, CD59, C4bp



klasicka cesta lektinova cesta alternativna cesta
patogén + Ig / CRP patogéen + MBL patogén + C3b
Clq.r,s MASP 1, 2
C2,C4 C2, C4
\ l

C3 konvertaza = C2a+C4b / C3b+Bb

y

C3— C3b
:

C5 konvertaza = C2a+C4b+C3b / C3b+Bb+C3b
v

C5— C5b
b

membranolyticky komplex —, |C5b
(MACQC) Co, C7, C8
poly C9

Copies of C9

Weshin et al. JBC 287 p10210.




Funkcie komplementu

LYSIS OPSONIZATION ACTIVATION OF CLEARANCE OF
INFLAMMATORY RESPONSE IMMUNE COMPLEXES

Complement '

receptor Ag-Ab

complex J

ac 13.‘

Complement
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\I R
IHWCF{_H-
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Target cell Phagocyte  Chemotactic Agent  Activator of Phagocyte

Figure 7-1 Inflammation
Kuby IMMUNOLOGY, Sinth Edition
007 W H. Freeman and Company

Lyza buniek, mikroorganizmov
(MAC)

Opsonizdcia — oznacenie
cudzich buniek a Castic,
podpora fagocytozy (C3b)

Chemotaxia — privolanie
dalsich zloziek imunitného
systému (C3a,C5q)

Propagdcia imunitnej reakcie
— prozdanétliva aktivita
(C30,Cbq)

Immune clearance -
odstranovanie
imunokomplexov z cirkulacie
(C3b, C4b)



Vysetrenie komplementu

Indikacia:
» Deficit niektorej zo zlozieke2 - testuju sa hladiny jednotlivych
Zloziek, vyseftria sa funkcie celého systému

» Podozrenie na hereditdrny angioedém<e?2 - vysetri sa hladina
a funkcia C1 INH a hladiny jednotlivych zloziek

» Monitorovanie zapalového procesu — zlozky komplementu sa
chovaju ako proteiny akutnej fazy (ich hladina vzrasta pri
zapale)

» Zvysend spotreba zloziek22 - pri silnej aktivacii komplementu
(diagnostika a monitorovanie imunokomplexovych chordb)



Deficity komplementového systému

» C1-C4 - deficit spdsobuje Castejsi vyskyt pneumoni,
pyogennych infekcii, Casty vyvoj, systémovych
imunokomplexovych chordb (SLE-like)

» C3-C9 - nagjmda ndachylnost k pyogennym infekcidm, u
deficitu C9 su typické opakované meningokove
meningitidy

» C1 INH - Hereditarny angioedéem




Uloha &. 2

Stanoveni C3 slozky komplementu

» Kalibrdtor — naredit diluentem:
= Objem vzorku ve zkumavce: 300ul
» Koncentrace kalibrdtoru: 100%, 80%, 50% a 25%

» Vzorek 22 ul + diluent 22 ul
» Pozor: Koncentrace kalibratoru na zkumavce — opsat sil

» \zorek A+B
» Objem vzorku: 300ul
» Naredit na 50%

» Koncentraci odecist z kalibracni krivky (sestrojit)



